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  วีธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ (quantitative polymerase chain reaction, qPCR) ไดพ้ฒันาขึ#นเพื>อตรวจจบั
แบบจาํเพาะเจาะจงและตรวจวดัปริมาณของ Virgibacillus sp. SK37 และ Tetragenococcus halophilus 
MS33 ซึ> งเป็นกลา้เชื#อในกระบวนการหมกันํ#าปลา ดีเอน็เอติดตาม (probe) Vir1086 และ Tet48 ออกแบบมา
จากยีน alkaline serine protease-X (aprX) และ internal transcribed spacer (ITS) ของ Virgibacillus sp. 
SK37 และ T. halophilus MS33 ตามลาํดบั แสดงความจาํเพาะเจาะจงในระดบัสปีชี>ส์ (species-specificity) 
ต่อ V. halodenitrificans และ T. halophilus ตามลาํดบั โดยไม่ทาํปฏิกิริยากบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียทอ้งถิ>น
ชนิดอื>นที>คดัแยกจากกระบวนการหมกันํ# าปลา ประสิทธิภาพของดีเอ็นเอติดตาม Vir1086 และ Tet48 
สําหรับตรวจจบัดีเอ็นเอบริสุทธิn ของ Virgibacillus sp. SK37 และ T. halophilus MS33 มีค่าเท่ากบั 100.4% 
และ 91.7% ตามลาํดบั  ปริมาณตํ>าสุดที>วิเคราะห์ได ้(quantification limits) สําหรับ Virgibacillus sp. SK37 
และ T. halophilus MS33 คือ 103 เซลล์/มิลลิลิตร และ 102 เซลล์/มิลลิลิตร ตามลาํดบั วิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ 
ร่วมกบัโพรพิเดียมโมโนเอไซด์ (propidium monoazide, PMA) เขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ (PMA-qPCR) 
สามารถตรวจจบัการเปลี>ยนแปลงปริมาณเซลล์ที>มีชีวิตของ Virgibacillus sp. SK37 และ T. halophilus 
MS33 ในแบบจาํลองกระบวนการหมกันํ#าปลาดว้ยปลาแมคคาเรล (mackerel) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  
         ผลการวเิคราะห์เชิงปริมาณของกลา้เชื#อในกระบวนการหมกันํ#าปลาที>ระยะเวลา 6 เดือน ดว้ยวธีิ 
PMA-qPCR   มีค่าสูงกวา่การตรวจนบัดว้ยอาหารเลี#ยงเชื#อประมาณ 10-103 เซลล/์มิลลิลิตร ในช่วง 120-150 
วนัของการหมกั (P < 0.05)    ตวัอยา่งที>เติมกลา้เชื#อ Virgibacillus sp. SK37 เป็นเวลา 1 เดือน  ตามดว้ย T. 
halophilus MS33 (SK37_1M+MS33) พบการอยูร่อดของ  T. halophilus MS33  สูงกวา่ตวัอยา่งที>ใชก้ลา้
เชื#อเดี>ยว ตวัอยา่ง SK37_1M+MS33 และกลา้เชื#อเดี>ยว Virgibacillus sp. SK37 (SK37)   มีปริมาณฮีสตามีน
ตํ>ากวา่ตวัอยา่งควบคุม (P < 0.05) ปริมาณแอลฟาอะมิโนของตวัอยา่งนํ#าปลาที>เติมกลา้เชื#อร่วมพร้อมกนั 
(MS33+SK37) และ SK37_1M+MS33 เท่ากบั 1,160.41 และ 1,185.71 มิลลิโมลาร์ ตามลาํดบั เมื>อ
เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม (1,008.29 มิลลิโมลาร์) และมีปริมาณกรดกลูตามิคอิสระ (free glutamic) 
และทั#งหมด (total glutamic) สูงกวา่ตวัอยา่งควมคุม (P < 0.05) 2-เมธิลโพรพาแนล (2-methylpropanal)  2-
เมธิลบิวทาแนล (2-methylbutanal) 3-เมธิลบิวทาแนล (3-methylbutanal) เป็นสารระเหยเด่นที>พบใน
ตวัอยา่งนํ#าปลาที>เติมกลา้เชื#อ SK37_1M+MS33 ดงันั#นการเติมกลา้เชื#อตามลาํดบัในระหวา่งกระบวนการ
หมกัจึงมีศกัยภาพในการปรับปรุงคุณภาพของสารระเหยและองคป์ระกอบทางเคมีของนํ#าปลา 
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    รูปแบบของแบคทีเรียในนํ#าปลาที>เติมกลา้เชื#อเมื>อวเิคราะห์ดว้ย 16S rRNA gene sequencing โดย  
next generation sequencing, Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM®) พบวา่ แบคทีเรียสกุลเด่น
ไดแ้ก่ Bacillus, Brevibacillus, Staphylococcus, Tetragenococcus, และ Virgibacillus การเติมกลา้เชื#อร่วม
พร้อมกนั MS33+SK37 ส่งผลใหพ้บ Virgibacillus เป็นแบคทีเรียสกุลเด่น แต่พบ T. halophilus คือ
แบคทีเรียเด่นในตวัอยา่งนํ#าปลา SK37_1M+MS33  
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Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) methods were developed for the 
specific detection and quantification of Virgibacillus sp. SK37 and Tetragenococcus 
halophilus MS33, which were used as starter cultures for fish sauce fermentation. Vir1086 
and Tet48 probes were designed from the alkaline serine protease-X gene (aprX) and the 
internal transcribed spacer (ITS) of Virgibacillus sp. SK37 and T. halophilus MS33, 
respectively, showed species-specificity for V. halodenitrificans and T. halophilus, 
respectively, without cross reacting with other species of microbiota isolated from fish 
sauce fermentation. The efficiencies of Vir1086 and Tet48 probes for the detecting purified 
DNA from Virgibacillus sp. SK37 and T. halophilus MS33 were 100.4% and 91.7%, 
respectively. The quantification limits of the method for Virgibacillus sp. SK37 and T. 
halophilus MS33 detection were 103 Cells/mL and 102 Cells/mL, respectively. The qPCR 
combined with 100 µM of propidium monoazide (PMA-qPCR) method was successfully 
detected viable cell changes of Virgibacillus sp. SK37 and T. halophilus MS33 in a Spanish 
mackerel fish sauce fermentation model.      
Quantification of starter cultures in fish sauce fermented for 6 months by PMA-
qPCR was higher than that of viable plate counts about 10-103 Cells/mL at 120-150 days of 
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fermentation (P < 0.05). Fish sauce prepared by adding Virgibacillus sp. SK37, followed by 
T. halophilus MS33 after one month (SK37_1M+MS33), showed higher survival rate of T. 
halophilus MS33 than that of the single starter culture treatment. Histamine contents of 
SK37_1M+MS33 and fish sauce inoculated with Virgibacillus sp. SK37 (SK37) were lower 
than the control (P < 0.05). α-Amino contents of fish sauce added simultaneous co-cultures 
(MS33+SK37) and SK37_1M+MS33 were 1,160.41 and 1,185.71 mM, respectively, 
compared to the control (1,008.29 mM). Contents of total and free glutamic acid from 
inoculated fish sauce were also higher than the control (P < 0.05). 2-Methylpropanal, 2-
methylbutanal, and 3-methylbutanal were major volatile compounds found in 
SK37_1M+MS33 fermentation. Addition of starter culture, particularly co-cultures in 
sequential order (SK37_1M+MS33), showed potential to improve volatile compound and 
chemical compositions of fish sauce to a greater extent than single culture inoculation. 
Bacterial profiling of fish sauce inoculated with starter cultures was analyzed by 16S 
rRNA gene sequencing using next generation sequencing, Ion Torrent Personal Genome 
Machine (PGM®). Genera Bacillus, Brevibacillus, Staphylococcus, Tetragenococcus, and 
Virgibacillus were domonant. Virgibacillus was predominant in fish sauce inoculated with 
MS33+SK37 but Tetragenococcus was dominant in fish sauce inoculated with 
SK37_1M+MS33.  
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